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論　　文　　の　　要　　旨
　この研究はラ魚醤を迅速かつ高晶質に製造するに必要な知見を得るための基礎研究であり，具体
的には
　1．魚醤の生成に関与する各種蛋白分解酸素の単離画取得。
　2．各種蛋白分解酵素の酵素化学的諸性質の解明。
　3．魚醤の生成過程における蛋白分解物の成分変化を経時的に追跡すること，および
　4．魚醤の生成機構を明らかにすることを目的としたものである。
　魚醤（Fish　sauce）は、日本では冊しょっつる”，～｛いしり”ラ｛｛いなご醤油”ヨ｛｛いか醤’’などと呼
ばれ，調味料として使われている。一方亨東南アジアでは，魚由来の蛋自源として日常生活には不
可欠なものであり，ベトナムではNuoc　ma㎜、フィリピンではPatisラマレーシアではBu砒，タイ
ではNamp1aなどとして古くから親しまれている。
　魚の頭部，内臓、皮、骨，鰭などはヨ成分的には栄養素となりうるものであるが，通常の料理法
によっては食べられず，一方，小魚も食晶としての利用率は低く，これらは殆んど投棄されている。
これらの未利用蛋白源はヨ魚醤にすることによって完全に利用できる。
　魚醤の原料および製造法は各国とも共通しており、安価で多量に漁獲できる小魚（イワシヨ小ア
ジなど）にラ食塩を20％前後まで加えラ腐敗を防ぎながら自然の自已分解によって，6ケ月から1
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年の熟成期間を経て製造されている。
　魚醤の製造には魚自身の有する蛋白分解酵素（プロテアーゼ）ラ特に内臓由来のプロテアーゼ系が
重要に関与しヨこの働きによって魚の全体を消化性の高い状態に転化させヨ旨味を出して食晶とし
ての価値を高めているものと推察する。しかしラ魚醤製造に関与すると考えられるプロテアーゼ系
の性質や役割ヨ魚醤生成のメカニズムなどに関しては不明な点が多い。これらの点を明らかにする
ことは，プロテアーゼ全般に対する知見を探めることに貢献すると同時に魚醤生成のメカニズムの
解明はう迅速かつ高晶質な魚醤製造の発展に寄与するものと推論する。
　このような観点から著者はヲ日本近海で多量に漁獲され，安価に入手できるマイワシを研究材料
として魚醤の生成を試み，魚醤の生成に関与するプロテアーゼ系の諸性質と役割、魚醤および内臓
由来のプロテアーゼ系の酵素化学的比較研究，魚醤生成中の成分変化と生成機構を研究しヨ次のこ
とを明らかにした。
1）魚醤の生成過程に関与するAcid　pmteinaseの挙動。
　　著者の属する研究室ではラ既にマイワシの内臓から2種類のAcid　proteinase（I，II），と3種
　類のA1ka1ine　pmteinase（IヨII，n亙）を単離し、魚肉蛋白質（Sarcop1as㎜呈cおよびMyofibri1
　protein）に対するξれら酵素の基質特異性と酵素活性に及ぼす食塩の影響などにつき明らかにし
　た。
　　一方、この研究で著者は。新鮮なマイワシを20％に相当する食塩とよく混合しヨ30℃の恒温器
　中で6ケ月問熟成を行った。この問ラヘモグロビンの分解によってAcidpmte｛蝸se活性を追跡し
　た結果ラ同活性は熟成開始後1ケ月の魚醤からAcidproteinaseを分離宙精製し，同酵素の諸性質
　を調べた。このAcid　proteinaseの作用至適温度は貯Cにあり，pepstatin，DNA（D亘azo－acety1－
　DL－nor1euc三nemethy王ester），EPNP（！，2－Epoxy－3一）p－n量trophenoxy）prop狐e）によって強い阻
　害を受けた。またこの酵素は魚の蛋白質をよく分解し，分子量（33，000）ラ等電点（pH4．40），CM
　－ce互1ωoseによるクロマトグラフィーのパターンなどはラ魚の内臓由来のAc遍pmteinaseHの性
　質と一致した。これらの性質はブタペプシンと類似していたがヨブタペプシンの等電点（p王1．0～2．
　0）とは全く異なっていた（魚のAcid　proteinaseIのplはpH4．40，Acid　proteinaseIIはpH4．
　10）ヨなおラAcid　proteinase　Iは熟成開始から1週問以内に消失した。
2）魚醤の生成過程に関与するA1ka1ine　proteinaseの挙動
　　一方，E篶do－prote量nase　groupに属するプロテアーゼとして、Acid　pmteinaseII以外に、A1ka王ine
　proteinaseの存在が魚醤の生成過程で見い出された。この精製酵素はDFP（Diisopropy1
　f1uorophosphate）によって強い阻害を受けたことから，Serine　proteinaseの範囲壽に属することが
　示唆された。このA1kalineproteinaseの等電点はpH4．45であり、TLCK（N－p－tosy互一L－1ysine
　ch1oro㎜ethy　ketone）によって強く阻害されラさらにBAPA（Benzoy1argin虹e　nitroani玉ide）
　を水解する事実から、この酵素は内臓由来のA肱a1ine　pmte量Rasemと同一のものであることが示
　唆された。なお，A1ka1三ne　proteinase　IおよびIIは熟成開始初期から1週問以内に消失した。
　　内臓由来のA1ka王i鵬proteinaseIIIと魚醤のA工ka1ineproteinaseの両酵素はヨミルクカゼインと
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　ヘモグロビンの分解に対する至適pHは10であったが、マイワシの筋肉から取得した筋原繊維蛋白
　質に対してはpH9．5，さらにBAPAの基質に対してはpH8．0であった。
　　以上の結果よりラ魚醤のA1ka玉ineproteiむaseは，哺乳動物や他の起源のTypsinの性質と類似し
　ていた。しかしA王ka亘i灯e　proteinaseの等電点は弱酸性側があり曾また酸性域では不安であったこ
　とから，この点ではウシ膵臓cathi㎝ic　trypsinと性質が異なる。
3）マイワシの内臓と魚醤中のA㎜inopeptidase
　i）内臓からのAminopeptidaseの単離精製と性質
　　　各種のクロマト・グラフィーによってヨ内臓から2種類の酵素を単離しラ各々をAminopeptidase
　　IおよびIIと仮呼した。
　　　内臓100gあたり，3㎎の酵素Iと2㎎の酵素IIを単離精製し、各々の精製倍率は600倍と300
　　倍，収率は18％と8％であり，電気泳動法によって単一蛋白であることを確認した。分子量は
　　酵素Iが370，000，IIが320，000であり，各々等電点はpH4．10と4．80であった。両酵素共、
　　反応の至適pHは7．0ラCo＋トによって活性化されたが、EDTAやCu井、Fo料ヨHg朴などにより
　　強い阻害を受けた。この結果からラ内臓由来のAm1nopeptidaseは金属酵素の一種であろうと推
　　察した。またA㎜量mpeptidaseIはBestatinにより阻害を受けたが，IIは受けなかった。両酵素
　　はLeu一β一Raphthy1a㎜｛deとA1a一β一naphthylamideをよく分解し，A1鋤ineのDimer，Trimer，
　　Tetramerをもよく分解した。15％Naα存在下で。Iは70％の残存活性を保持したがヨIIは12％
　　であった。
　ii）魚醤の生成過程に関与するAminopetidaseの挙動
　　　熟成開始から3ケ月まで高い活性を保持するA㎜inopeptidaseが検出されヨ熟成1ケ月の魚醤
　　からAminopeptidaseを単離した。この酵素は等電点pH4，40，分子量370，000ラCo＋トにより活
　　性化されたがヨBestati皿やEDTAヨCゴ、Fe料などにより阻害を受けヨLeび一β一蝸phthy1amide，
　　A工a一β一napthy玉a㎜ide，（A1a）。，（A工a）。，（A工a）、，A玉a－G1yうG1y－A1a－A工aなどをよく分解し，
　　15％NaC1存在下での残存活性は70％であった。これらの性質は内臓から単離したA㎜inopeptidase
　　Iと大変よく一致した。
4）魚醤の生成における生成物の経時変化
　　以下に述べる3つの方法によって魚醤の生成を開始し、生成物の経時変化を追跡した。
　i）C㎝tro1systemラマイワシに20％相当の食塩を加え、通常の方法で熟成を開始したもの。
　ii）Fish　musc1e　system，内臓を除きう魚肉に同濃度の食塩を加えて熟成を開始したもの。
　iii）Non－microorganis㎜s　system，C㎝tm1systemと同様の方法を行い，！日経過した後，これ
　　に防腐剤（Thimezosal　merzo皿in，Dehydro　acetic　acid－Na，Nitrof雌az㎝eの3種）を加え
　　て熟成を開始したもの。
　　Contro1systemにおいて，遊離アミノ酸とpeptideの量は熟成開始から2ケ月まで増大しヨその
　うちのTCA可溶部構成アミノ酸としてはアラニンヨグリシン，グルタミン酸およびアスパラギン
　酸などが多く検出された。また2ケ月以後にはアミノ酸の生成が緩慢となりヨ6ケ月熟成で最大
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　となった（93．34秘g／㎜1）。
　　一方，N㎝一microorg独isms　syste㎜ではC㎝tm1systemと同様の変化が見られ，アミノ酸の
　生成パターンにおいてもC㎝tm1syste㎜と差異のないことが認められた。両syste㎜中でのアミノ
　酸は，グルタミン酸ラアスパラギン酸，アラニンヨリジン，グリシンなどが多く検出されたが，
　チロシン，アルギンはわずかであった。味液に影響すると言われるグルタミン酸やアスパラギン
　酸の含量は高く，甘味性旨味に関すると言われるズリシン、アラニン，プロリンの含量も高かっ
　た。
　　一方，Fish　musc1e　systemでは，熟成開始6ケ月後においても魚肉の崩壌（分解）は顕著に認
　められず，TCA可溶部の全アミノ酸含量もC㎝tro1systemの約五〇％にすぎなかった（五0．3㎎／
　狐1）。
　　この結果はヨ魚醤の生成には微生物あるいは微生物由来の酵素。魚肉由来のプロテアーゼの関
　与は考え難くラ内臓由来のプロテアーゼが熟成過程に主要な役割を演じていることを示すもので
　ある。この事実は、他の研究者によるヨ魚醤から分離した耐塩菌のプロテアーゼを添加しても魚
　醤生成中に遊離アミノ酸の増加は認められなかったことからも裏付けられる。
　以上の研究結果を要約すれば，熟成中の魚醤には，マイワシの内臓に由来するAcid　protei蝸se
I亙，A1ka1ineproteinase玉工IおよびAminopept呈dase玉の3種類の同一の酵素が存在しヨこの3種類の
酵素が魚醤の生成に主要な役割を演じ，これらの酵素の関与によって魚蛋白は分解されヨアミノ酸
やpeptideの生成、さらに魚醤の旨味の発現に関連しているものであろうと結論した。従って，これ
らと同様の性質を有する酵素の添加によってラ同晶質の魚醤を迅速に製造しうることが可能であろ
う。
審　　査　　の　　要　　旨
　魚醤の製造にはヨ魚自身のプロテアーゼラ特に魚の内臓由来のプロテアーゼが関与するという予
想は以前からあったが、魚醤の製造に関与するプロテアーゼの存在と性質ラその役割ラ魚醤生成の
メカニズムなどに関しては不明な点が多かった。
　本研究は、以下の点を明らかにしたことによって意義があれ。魚醤の生成過程には、三種のプロ
テァーゼ（Acid　proteinase，A1ka1ine　proteinaseおよびAminopeptidase）が存在し，これらの酵
素の連携作用が魚醤の生成に主要な役割を演じヨ魚蛋白を分解しヨアミノ酸やペプタイド，さらに
魚醤の旨味の発見に関与していることの一連のメカニズムを明らかにした。また，これら三種の酵
素は魚の内臓由来のものであってラ微生物および筋肉由来のプロテアーゼではないことも明確となっ
た。
　一方，三種の酵素の単離1精製を行い，それら酵素の酵素化学的諸性質を解明し，魚の内臓由来
および他の動物起源のプロテアーゼとの酵素化学的比較研究を行い，プロテアーゼ全般に対する知
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見を深めた。
　ベトナム留学生である当人はラ東南アジアの食生活に魚醤の重要性を認識してこの研究に取り組
みラ自已の研究結果をラ高晶質かつ迅速な魚醤の製造に発展させる可能怖を示唆したことは高く評
価する。
　よって、著者は農学博士を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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